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Bien que la maladie charbonneuse ne soit pas à l'heure actuelle 
statistiquement importante en pathologie infectieuse humaine 
et vétérinaire, il n'en existe pas moins des régions naturellement 
contaminées où la pérennité de la spore charbonneuse oblige à 
une constante vigilance. 
L'identification de Bacteridium anthracis présente parfois des 
difficultés qui tiennent à la pollution des prélèvements, à }'anti­
biothérapie précoce ou à la méconnaissance d'une infection qui 
tend à se modifier dans son épidémiologie. En outre, le diagnostic 
bactériologique se complique lorsqu'on a affaire à une souche 
-spontanément atténuée dans sa virulence. 
Toutes ces remarques ont conduit récemment JOUBERT, BUIS­
SIÈRE et CHIROL (4), SHLYAKHOV et JOUBERT (8) à proposer des 
méthodes nouvelles de diagnostic de l'infection charbonneuse 
dont la difficulté majeure réside dans la différenciation entre 
Bacteridium anthracis et Bacillus cereus. Or l'épidémiologie 
moderne nous apprend que, d'une part, des souches de Bacteri­
dium anthracis peuvent être à l'origine d'infections bien qu'à 
l'isolement leur pouvoir pathogène expérimental ne soit pas 
toujours évident, que, d'autre part, Bacillus cereus peut être 
·de moins en moins rarement reconnu comme source de toxi­
infections alimentaires, voire d'infections, chez l'homme et l'ani-
* Vétérinaires Biologistes des Armées. 
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mal. [ OLIVIER (6)] [BONVENTRE et JOHNSON (2)]. C'est pourquoi 
l'étude des propriétés antigéniques peut, dans certains cas, être 
utile au diagnostic différentiel entre ces deux bactéries, très 
proches dans la taxonomie bactérienne (*). 
En 1957, THORNE et BELTON (10) proposent une méthode de 
double diffusion en gélose selon OucHTERLONY dans le but de 
titrer l'antigène protecteur de Bacteridium anthracis : une ligne 
de précipitation caractéristique se produit entre le filtrat de 
culture contenant l'antigène protecteur et l'immunosérum anti­
charbonneux. Cette technique est reprise en 1958 par STRANGE 
et THORNE (9) pour contrôler l'homogénéité immunologique de 
ce même antigène. lvANov1cs et FoLDE S (3) rapportent, la même 
année, avoir analysé sérologiquement par la même méthode, un 
autolysat de 15 souches de Bacillus cereus vis-à-vis d'immuno­
sérum anticharbonneux ; ils concluent à la présence de poly­
saccharides communs aux deux bacilles. En 1 963, LACHOWSKI, 
KRZYZANOSKI et WAWRZKIEWIECZOMA (5), dans un but plus précis 
de diagnostic sérologique démontrent que l'épreuve classique de 
thermoprécipitation en tube, considérée antérieurement comme 
spécifique, donne, lorsqu'on utilise le sérum anticharbonneux 
préparé selon Ascou, des précipités non seulement avec l'extrait 
de Bacteridium anthraci.ç mais encore avec ceux de Bacillus 
c:reus, Bacillus subtilis et Bacillus megaterium. Au contraire, 
par précipitation simple ou double en milieu gélifié, ces auteurs 
arrivent à un diagnostic différentiel entre Bacteridium anthracis 
et Bacillus cereus. ANGELETY et WRIGHT en 1971 (1) utilisent la 
même technique d'immunodiffusion double pour la détection 
de l'antigène protecteur et l'identification de Bacteridium an­
thracis. 
Dans un travail ayant pour objet la comparaison de Bacteri­
dium anthracis et de Bacillus cereus, l'un de nous (7) s'est attaché 
plus particulièrement à l'étude des rapports antigéniques entre 
ces deux germes et à leur application au diagnostic différentiel. 
Ce sont les résultats de cette étude en immunodiffusion selon 
OucHTERLONY que nous rapportons dans la présente note. 
Nous avons recherché dans la première série d'expériences, 
l'existence de réactions de précipitations croisées de nos souches 
de Bacteridium anthracis et de Bacillus cereus vis-à-vis de leurs 
immunosérums homologues et hétérologues ; dans une seconde 
(*) L'école américaine de BERGEY classe Bacteridium anthracis dans le 
genre Bacillus et en fait une variété pathogène de Bacillus cereus. 
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expérimentation, nous avons essayé d'appliquer la méthode 
d'OucHTERLONY au diagnostic sérologique différentiel entre Bac­
teridium anthracis et Bacillus cereus après épuisement des immu­
nosérums anticharbonneux. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Les souches bactériennes suivantes sont utilisées 
Une souche de Bacteridium anthracis, pathogène pour le 
cobaye et le Lapin ; une souche de Bacteridium anthracis, dérivée 
de la souche immunisante de STERNE (U). 
Six souches de Bacillus cereus : A 30 ; Ford 13 ; 1966 ; 5029 ; 
5052 et 8603 (*). 
2. Les antigènes bactériens pour immunodiff usion sont pré­
parés par récolte, avec 25 ml d'eau physiologique, de la nappe 
bactérienne, après culture de 36 heures à 37 °C sur milieu gélosé 
en boîte de Roux. La suspension antigénique est homogénéisée 
par agitation douce et utilisée dès sa préparation. 
3. Les immunosérums sont obtenus chez le Lapin par hyper­
immunisation sous-cutanée puis intraveineuse à l'aide de spores 
vivantes des souches considérées. En ce qui concerne l'immuno­
sérum anticharbonneux, souche virulente, l'immunisation de 
base est réalisée par inoculation de spores vaccinales. 
On utilise également un immunosérum anticharbonneux du 
commerce préparé sur cheval. 
Pour obtenir des immunosérums anticharbonneux spécifiques, 
on épuise l'immunosérum brut au contact de culots bactériens 
de Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Bacillus megaterium. 
4. Réalisation des réactions d'immunodiff usion. 
La gélose (**) fondue est coulée dans une boîte de Pétri de 
10 cm de diamètre. Après solidification, on réalise à l'emporte­
pièce une série de réservoirs circulaires de 6 mm de diamètre 
chacun, distants bord à bord de 10 mm du réservoir central. 
Dans toutes les expériences, on verse 0,10 ml d'immunosérum 
dans le réservoir central et 0,10 ml de suspensions antigéniques 
(*) Ces cinq d-ernières souches dues à l'obligeance de M. le Professeur 
GoRET que nous tenons à remercier de son extrême obligeance. 
(**) Gélose purifiée agar Noble Difco . . . . . . . . . . . . . . 4 g 
Tampon phosphate 0,15 M pH = 7,1 . . . . . . . . . . 100 ml 
Merthiolate de Sodium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,004 g 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 300 ml 
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dans les réservoirs périphériques. Les boîtes sont refermées et 
placées dans une chambre humide à 22 ° C. La lecture se fait à 
partir de 24 heures ou mieux 36 heures jusqu'à la 48e heure. 
RÉSULTATS 
1. Mise en évidence de précipitations croisée.� entre antigènes et
anticorps homologues et hétérologues. 
1.1. Résultats obtenus avec les immunosérums préparés sur 
Lapin. 
1.1.1. lmmunosérum antianthracis, souche virulente (SA). 
En présence de l'immunosérum antianthracis (schéma n° 1) 
on obtient avec l'antigène homologue A des lignes de précipitation 
multiples que l'on retrouve avec l'antigène anthracis vaccin U. 
Toutefois, en plus des quatre antigènes communs, on observe 
avec SA un antigène supplémentaire situé tangentiellement à la 
source antigénique. 
L'antigène de Bacillus cereus Ce (schéma n ° 2) mis en pré­
sence de SA donne des lignes de précipitation assez semblables à 
celles que l'on obtient avec U. 
1.1.2. Immuno.�érum antianthracis souche vaccinale (SU). 
Les images de précipitation que l'on observe avec l'immuno­
sérum SU sont semblables avec les trois antigènes A U et Ce 
et ne permettent pas de les différencier les uns des autres (sché­
mas n°· 3 et 4). 
Nous avons vérifié en outre que cette communauté antigénique 
vis-à-vis de Bacillus cereus se retrouve également avec cinq autres 
souches de cette espèce en notre possession (Ford 13 = C1 ; 
1996 = C2 ; 5029 = Ca ; 5052 = C4 ; 8603 = Cs) comme le 
montrent les schémas n °• 5 et 6. 
1.1.3. Immunosérum anticereus (SCe). 
Les réactions d'immunodiffusion sont ici très différentes : 
vis-à-vis de son immunosérum spécifique, on note au moins trois 
antigènes chez Bacillus cereus (schémas n°• 7 et 8). Il y a absence 
d'antigène commun avec la souche de Bacteridium anthracis 
vaccin U, tandis que l'on observe une ligne de précipitation 
entre l'immunosérum See et la souche de Bacteridium anthracis 
virulente A. 
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1.2. Résultats obtenus avec immunosérum préparé sur cheval. 
Avec un immunosérum anticharbonneux du commerce, pré­
paré chez le Cheval, on remarque que la réaction homologue 
entre l'immunosérum SA et la souche de Bacteridium an­
thracis V (*) est particulièrement évidente comparativement aux 
souches de Bacillus cereus qui montrent soit des réactions de pré­
cipitation très faibles (CC, C1, Ca, C5) soit même une absence 
de réactions (C2, Ci) (schémas n°• 9 et 10). 
2. Réactions d'immunodiffusion spécifiques pratiquées après 
épuisement par des souches hétérologues ; application au 
diagnostic sérologique différentiel entre Bacterium anthracis 
et Bacillus cereus. 
Après épuisement des immunosérums anticharbonneux de 
Lapin et de Cheval par Bacillus cereus et secondairement par 
Bacillus subtilis et Bacillus megaterium, on constate que les 
résultats d'immunodiffusion apparaissent davantage spécifiques. 
Seul un ou deux traits de précipitation se forment entre l'immu­
nosérum et la souche homologue seule, aussi bien avec le sérum 
de Lapin (schéma n °• 11 et 12) qu'avec le sérum de Cheval 
(schémas n°" 13 et 14). 
CONCLUSIONS 
1. Par la méthode d'OucHTERLONY, des précipitations croisées 
entre Bacteridium anthracis et Bacillus cereus démontrent l'exis­
tance de communautés antigéniques entre ces deux espèces. 
2. Après épuisement par Bacillus cereus et, accessoirement 
par Bacillus subtilis et Bacillus megaterium, les immunosérums 
anticharbonneux préparés chez le Lapin et chez le Cheval 
s'avèrent très spécifiques : on observe l'apparition de lignes de 
précipitation uniquement entre le sérum et la souche de Bacte­
. ridium anthracis, à l'exclusion des souches de Bacillus cereus. 
La méthode d'OucHTERLONY permet ainsi de préciser, parmi 
d'autres, le diagnostic différentiel entre Bacteridium anthracis 
et Bacillus cereus. 
(*) Utilisée à la place de la souche virulente A pour des raisons de 
facilité après vérification de l'identité de réactions des deux souches. 
396 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
BIBLIOGRAPHIE 
1. ANGELETY (L. H.) et WRIGHT (G. G.). - Agar diffusion method for 
the differenciation of Bacillus anthracis. Appl. Microbiol., 1971, 
21, 157-159. 
2. BONVENTRE (P. F.) et JOHNSON (C. E.). - Bacillus cereus Toxin. Bac­
terial Toxin. Acad. Press, 1970, 415-435. 
3. IVANOVICS (G.) et FoLDES (J.). - An immunospecific substance of
Bacillus cereus similar to polysaccharide obtained from Bacillus 
anthracis. Nature, 1958, 45, 15-16. 
4. JOUBERT (L.), BUISSIÈRE (J.) et CHIROL (C.). - Chimiotypes de 
Bacillus anthracis et enquêtes épidémiologiques. Soc. Sei. Vét. et 
de Méd. comparée, Lyon, 1963, 70, 159-171. 
5. LACHOWSKI (E.), KRZYZAWOSKI (S.) et WAWRZKIEWIECZOWA (K.). -
Differenciation of the anthrax Bacillus from anthracoïde bacilli 
by means of the gel precipitin test. Med. Vet., 1963, 19, 447. 
6. OLIVIER (F.). - Pouvoir pathogène des bactéries du genre Bacillus. 
Thèse Doct. Vét., Paris, 1970. 
7. POULET (P.). - Etude comparée de Bacteridium anthracis et Bacillus 
cereus. Rapports antigéniques et applications au diagnostic dif­
férentiel. Thèse Doct. Vét., Paris, 1972. 
8. SHLYAKHOV (E. N.) et JOUBERT (L.). - Diagnostic bactériologique 
rapide et diagnostic allergologique précoce et rétrospectif du char­
bon bactéridien. Bull. Acad. Vét., 1970, 43, 99-113. 
9. STRANGE (R. E.) et THORNE (C. B.). - Further purification studies 
on the protective antigen of Bacillus anthracis produced in vitro. 
J. of. Bacteriol, 1958, 76, 192-202. 
10. THORNE (C. B.) et BELTON (F. C.). - An agar diffusion method for 
titrating Bacillus anthracis immunizing antigen and its applica­
tion to a study of antigen production. J. gen. Microbiol., 1957, 17, 
505-516. 
LÉGENDES RELATIVES AUX PLANCHES CI-APRÈS 
IMMUNOSÉRUMS : 
SA = Immunosérum anti-anthracis, souche virulente 
SU = Immunosérum anti-anthracis, souche vaccinale 
SCe = Immunosérum anti-cereus 
ANTIGÈNES BACTÉRIENS 
A = Antigène anthracis, souche virulente 
U = Antigène anthracis, souche vaccinale 
CC ou Ce= Antigène cereus, souche A 30 
C 1 = Antigène cereus, souche Ford 13 
C 2 = Antigène cereus, souche 1996 
C 3 = Antigène cereus, souche 5029 
C 4 = Antigène cereus, souche 5052 
C 5 = Antigène cereus, souche 8603 
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Immunosérums de lapin non épuisés 
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n° 7 n° 8 
Immunosérums de cheval non épuisés 
n° 9 n° 10 
Immunosérums de !apin après épuisement ave� souches hétérologues 
n° 11 n° 12 
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Immunosérums de cheval après épuisement avec souches hétérologues 
n° 13 n° 14 
